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               論   文   の   要   旨 
 実験用マウスの生殖工学技術は、マウス系統の作製・保存・輸送・大規模生産という研究資源の活用に大き
く貢献している。マウス系統を長期保存する方法として胚凍結と精子凍結が主に利用されているが、精子凍結
は胚凍結と比べて経済的なメリットが大きい。しかしながら、精子凍結のデメリットとして、精子の生存率や
運動性などに有害な変化が生じ、精子の受精能力の低下を引き起こすことが知られている。精子の凍結保存に
対する感受性はマウスの遺伝的背景によって大きく異なることが知られているが、その根底にあるメカニズム
は解明されていない。そこで著者は、量的形質遺伝子座(QTL)解析を用いて、マウス精子の凍結保存感受性に
関わるゲノム領域を明らかにすることを目的として本研究を行った。 
まず、著者は、系統により表現型が大きく異なることが知られている近交系マウスC57BL/6J（B6）及びDBA/2J
（D2）における新鮮･凍結精子の体外受精能力を評価している。D2およびB6雄マウスを用いて体外受精を行
い、2因子（系統と精子凍結の有無）の分散分析を行ったところ、両因子ともに、受精率に有意な影響を与え
ていることが明らかとなった。特に、B6凍結精子の受精率はD2凍結精子よりも有意に低かった。 
そこで、この有意な表現型の差を示すB6とD2両系統間で樹立されたB6×D2（BXD）リコンビナント近交系
（RI）8系統を用い，上記と同様に新鮮及び凍結精子における受精率を評価し、QTL解析を実施した。その結
果、8系統のBXD RIマウスはB6とD2の間で連続的な量的形質がみられた。凍結精子の相対受精率について、
マイクロサテライト遺伝多型マーカーに関する全ゲノム情報を利用して、QTLを検出した。遺伝子マーカーと
表現型の相関を算出する区間マッピング法により、第1染色体及び第11染色体上においてlikelihood ratio 
statistics（LRS）スコア11.5のsuggestive level以上のピークが観察された。第1染色体上のQTL領域は43個の遺伝
子を含み、第11染色体上のQTL領域は70個の遺伝子を含んでいた。これらの遺伝子のうち、少なくとも15の遺
伝子については、精巣で発現し、加えて受精能または精子の運動性に関与する機能を有している可能性があっ
た。特に第一染色体上の QTL部位に存在するAbl2 遺伝子は、細胞内アクチン分布を制御する遺伝子であり、
B6とD2間でアミノ酸置換が見られたことから、一つの有力な候補遺伝子である可能性が考えられた。 
さらに、凍結精子の受精率に関わる精子側のパラメーターとして、前培養後の運動性、生存率、細胞膜正常
性、先体の状態および受精能獲得（capacitation）を分散分析により統計学的に検討した。その結果、系統と凍
結保存操作の2因子がいずれも、これらのパラメーターのうち、運動性指標、膜正常性、capacitationへ影響を
与えることを明らかにした。また、受精率と相関するパラメーターとして、特に受精能獲得率が有意に相関す
ることが示された。 
このように、筆者はマウス精子の凍結保存感受性に関わるゲノム領域を特定することに成功し、その候補責
任遺伝子を同定した。また、凍結融解精子を用いた体外受精の受精率に影響を与えるパラメーターとして、精
子の前培養後の受精能獲得状態が重要であることを明らかにした。 
               審   査   の   要   旨 
マウスは、発生工学技術が広く日常的に用いられている実験動物である。しかし、これらの発生工学技術の
うち、体外受精、胚移植、胚・精子凍結技術など基本的な技術でさえも、マウス系統間で効率が大きく異なっ
てくる。これまで、マウス利用者の間で、この系統間差の情報が経験的に積み重ねられてきたが、その原因は
ほとんど知られていない。著者はマウスに存在するリコンビナント(RI)近交系に着目し、この発生工学技術の
効率の種間差の原因をforward geneticsにより解析することを試みた。本研究は、生殖工学に関連する初めての
RI系統を用いたQTL解析であったが、受精率の計算方法を工夫するなどにより、精子の凍結融解感受性のQTL
部位の同定に成功した。今後、候補遺伝子を用いたreverse geneticsの手法による機能解析につながるものであ
る。また、凍結融解後の受精率に影響するパラメーターとして、精子前培養後の受精能獲得率を同定した。こ
れは、B6凍結融解精子が、methyl-β-cyclodextrinにより受精能獲得が促進され、受精率が改善することを理論
的に裏付けたものであり、今後のさまざまな系統の技術開発において、受精能獲得が信頼できるパラメーター
であることを示唆した。著者の研究により得られた情報は、今後の精子凍結の技術改善および精子の生理学的
な特性解析に役立つものと期待される。 
平成30年1月15日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験を行
い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員によっ
て合格と判定された。 
よって、著者は博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
 
